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@ Anticorpa polyapdcHiquBs* carBCt6rls6s par la fait quHs 
sent capables da reoomufitra au moins una levura et au moins 
una moislsaure. at en particuBar. anticorpa polyspMflquaa na 
reconnalaaant pas lea fennenta lactiques ; llgndes ceflulaires 
hybridea a6cr6tant da tela anticorpa : proo6d6 da preparation 
de ces antleorps et leur appBcation k la detection de levures 
et/ou de moisissures, notamment dans lea produlta alimefv- 
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Description 

Notiveaiix anfloorps anfl4GVUBras capables de reconnaJtre plusieurs ievures ou mcMssures, lignSes ceHulaires 
hybrides proddsant de tels antfcorps, Jeur pr^F^ration et leur appHcatlon k la d6tection de ievures ou de 

moisissures. 

5 La pr6sente invention a pour objet des nouveaux anticorps capabtes de reconnaflre plusieurs Ievures et 
moisissures, des ligndes celluledres hyfc)i1des produlsant de tels anticorps, la preparation descffts anticorps, et 
leur application d la detection et 6ventuel!ement ft la numeration de Ievures ou de moisissures. 

II est usuel dans I'bidustrie agro-alimentaice. de r^aliser la detection de rnicroorganismes dans les produits 
aOmenta&nes par des techniques microbfologiques dassiques. Cartes, la culture des microorgartfsmes 
10 constitue la meHleure m6thode de detection ; Dependant une telle m6thode a pour Inconvenient d*6tre longue 
pulsqu*elle nicessite de 1 d plusieurs iours pour dormer des r6suftats utaHsables et, de phis, eDe ne peut 6tre 
mise en oeuvre qt^ dans des lat>oratoires spedallees dans la culture des rnicroorganismes. 

0 s'est done av6re nteesssdre de pouvoir disposer de m6tliodes trds senstbles et plus rapides, pouvant §trB 
mises en oeuvre sans nteessiter I'bitervention de laboratolres sp6cialls6s. C'est aind qu'll 6te proposfe 
IS Tapplicaflon des in6tfiodes Immunoenzymatiques, mises au point pour le diagnostic des maladies de I'homma 
et des maladies de l*animal, ft ta detection de rnicroorganismes toxiques dans les produits alimentaires. 
La presente invenfion a pour but de permettre la detection et eventueOement la quantification de ievures 
• et/ou de moisissures prdsentes dans les substances les plus diverses, aussi bien dans ie cas oO les Ievures ou 
moisissures sont des consfltuants de ces substances, que dans le cas a(k elles en sont des contamfriants» 
aCf Les Ievures et les mofslssurBS sont des champignons, qui selon la taxonomie font parBe de la division des 
Eurnycota 6am bqueHe on d6nombre dnq sous-cRvlslons : les Mastlgomycottna. les zygomycotlna, les 
Ascomycotlna. les Basldioniycotlna et las Deuteromycotbia (Ftm^ Imperfecti) (dasfficalion des champignons 
selon AINSWORTH fai Smfth's Introduction to Industrial Myoolog/« AilJS. ONIONS et al. 1981). 
On compte environ 400 levuras qui comprennent notamment les genres sidvants : Candida. 
2S Saccharomyces. Trichosporon, Deberyomyces, Toruiopsls, CiyptDCoccus. Brattanoniyces. Han senula , 
Kiuyveronriyces. Ktoeckera. Nadsonia, PIcMa, Rhodotoruia, Zygosaccharomyces (PROCESS BIOCHEMISTRY. 
Novemt>er 1970} 'imnrnmolotfcai methods In Industiy* L CAMPBELL p^). 

Lbs moisissures comprennent notamment les genres sulvants : PmldOhim, Aspergi&us. Mucor. 
Qeotrichum, Altemaria. Ulodadium, Trlchodenrau Piiiaiophora, Fusarium, Eurotium. 
30 La reproduction des ievures et des molstssures est de type v6g6tatif avec Ibrmation d'un myceOum, et/ou 
de type sexu6. 

Ievures et les moisissures sont des microorganismes de grande taWe (sup6rleurB & 2|im), deRmltees par 
une parol riche en polysaccharide (800^ e 90QA[>). 

(V. FARKAS Biosynthesis of CeH Wall of Fungi, MicrDfoioicgical Reviews. June 1979 p.1 17-144). 
3ff Un produit aifmentaire peut etre contamine par une ou plusieurs Ievures ou moisissures ; II faudrait done 

pouvoir disposer, pour rdaHser le test de detection immunoenzymatiques, non seulement d*anticorps 

speciflques du contarrdnant qui a servl k les produire. mals egalement. d*anticorps dirges contre d'autres 

Ievures et/ou d'autres moisissures. 
La pr6sente invention a dono pour obJet d'obtenir des anticorps, aussi bien polycionaux que monodonaux, 
4a qui r6pondent k un tiesoln important, qui est celul de la detection de ia presence de Ievures et/ou de 

moisissures. et notamment de ievures ou moisissures cmtaminantes toxiques, dans differentes substances. 

en particulier dans des produits aOmentairas. qui permettent de detector la presence dans ces demlers de 

plusieurs Ievures et/ou de moisissures. et qui permettent ia realisation d*un test Immunologique senat>le et 

rapide, ne necessftant pas llnterventlon de speciallstes et, par suite, apte d §tre mis sous la forme d'une 
45 troussa de detection afsement utilisable par un persorviel sans formation. 

La presente Invention a pour obJet des anticorps polysp6cifiques, caract6ris6s par le feit qu'Bs sont 

capat)les de reconnaflre au motois une levura et au mcrfns une molslssure. 
Linventlon conceme aus^ de tels anticorps, qui sont capables de reconnanra en outre au mobis une 

secoride levure. 

SO La presente Inventfon a notamment pour objet des anticorps antNevure capables de reconnaSlre non 
seulement la levure utiOsee poio* les preparer, mais egalement d'autres Ievures et/ou moisissures. 

L*expression *anticorps-antl-levure* designs des anticorps qui ont ete obtenus par immunisation d'un 
animal d i*aide d'lme levure. 

P Linvtgtion conceme notamnient des anticorps, tels que d^finis d-dessus, qui sont capat>Ies dsLTaconnaltre 

^ au moins une premiere et une^deuxieme Ievures, differentes par leur genre ou leur espece. prises dans ie 
groupe constitue par les Ievures des gervBS Cancfida, Saccharomyces, Trichosporon, Debaryomyces, 
Tomlopsis, Hansenula, Rhodotorula, Plchia. CryptococcuSr ICIuyveroniyces et Zygosaccharomyces. 

Les anticorps polyspecifiques de I'invention sont en particulier ceux qui sont capables de reconnidtre une 
pnamiere levure de mfime espdce que la levure utilisee pour preparer lesdits anticorps, prise dans le groupe de 

60 Ievures qui comprend Debaryomyces hansenD, Candida pseudotropicalis, Candida troplcalls. Candida 
albicans, Torulopsis glabrata, Trichosporon cutaneum. Saccharomyces cerevlsiae. Saccharomyces carisber- 
gensis. Cryptococcus neoformans, et au moins une autre levure, differente par son genre ou son espdce, de la 
levure utilisee pour les preparer, et prise notamment dans ie groupe des ievures qui comprend Debaryomyces 
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hansenB. Candida pseudotropicalis, Candida tropicafis, Candida albicans, Tondopsis c^abrata. Trichosporon 
cutaneum. Saccharomyces cerevfsiae. Saccharomyces carfsbergensis, Cryptococcus neoformans. 

Les antlcorps de ilnventlon sont notamment ceux qui sont capebles da reconnaftre. outre au molns una 
levure. au moins une mofslssure (sous forme de mycelium ou de spore) choisie dans le groupe constltu6 par 
tes moislssures des genres Penicillium, Aspergillus. Mucor, Geotrichum» Altemarfa, Uloctadium, Trichoderma» 5 
Phialophora, Fusarium et Eirotium. 

Parmi les antlcorps de Tlrwention. on citera plus particuH^rement les antlcorps. tels que dSfinis cl-dessus» 
q\A ne donnent pas de rtoctivitd crolsde, ou quf ne donnent qu'une faible r6actMt6 crolsde, par exemple au 
plus 6gale & 10<Vb. avec au molns un ferment lactique, ce qui permet de les utfllser pour la d6tectton de levures 
et/ou de moislssures contaminantes dans tes prodults afimentaires obtenus par fermentation lactique. Parmi 10 
ces antlcorps, on mentionnera notamment ceux qui rte donnent pas de reaction crois6e wee au mo^s un 
ferment lactique choisi parmi Streptococcus tfiermophQus. Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus helvetlcua, 
iL^tobactnus acidophilus. Lactobacillus brevis. Lactot>acPIus lactls. Bifidobacterium bifidum. Streptococcus 
lactis. Streptococcus diacetylactis. Lactobacillus easel easel et LactobacBIus easel rtiamnosus. 

Seion un mode de r6aOsation avantageux de I'invention, les antlcorps polysp6cif!ques sont cor)8titu6a par ts 
une composition comprenant en comblnalson au molns deux preparations d'anticorps polysp6cifiques tela 
que ddflnis plus haut. dans le but d'6tendre le domafne de detection de ladlte composition d'antlcorpa. 

Les antlcorps polysp6cifiques de I'invention peuvent §tre des antlcorps polyclonaux ou monodohaux. 

Parmi les antlcorps monodonaux. on citera en particuDer ceux qui sont obtenus A partir des ligntes 
celiulaires hybrides dterites d-eprds et d^pos^es sous les num^ros 1-500. 1-501, 1-^. 20 

Les antlcorps ou leurs Itragments peuvent en outre dtra modlfl68 par marquage et/ou fix^s sur un support 
sollde. 

La pr^sente invention a 6galement pour objet un proc6d6 de preparation d'anticorps poiysp6cifique tds que 
d6flnls cMessus. caract6rls6 par le fait qu'Q comprend une premiere 6tap6, dans laquede on immunise des 
animaux vert6br6s. seion les techniques cormues. et une seconde 6tape dans iaqueile on recueIHe les 25 
antlcorps des animaux immunises. 

Les animaux utilises pour {'Immunisation sont par exemple le lapln. la chevre ou la sourts. 

L'immunisation est effectu6e de preference par des Injections rep6tees de ceflules de levures. et en 
particuller de ceOules des genres mentionnes precedemmenL On peut effectuer par exemple llmmunisation e 
I'aide de levures choisies dans le groupe constltue par Debaryomyces hansenil, Candida pseudotroplcails^ 30 
Candida troplcalls, Candida albicans. Toruiopsis glabrata. Trichosporon cutaneum, Saccharomyces 
cerevisiae. Saccharomyces carlsbergensis et Cryptococcus neoformans. 

Seion un mode d*executlon preierd (ki precede conforme k I'invention, les cellules de levures utillsees au 
cours de i*6tape d'immunlsation sont des cellules prealablement tuees par traitement thermique et/ou 
chimique. 3S 

Seion un autre mode d'execution, pour la premiere injection auxdits animaux. les celluies de levures sont 
mises en suspension dans Tadjuvant complet de Freund ou en sdution physiologique, et la deuxieme injection 
et les friijectfons eventuelles suivantes sont reailsees avec des cellules de levure en suspension dans de 
l*adjuvant incomplet de Freund ou en solution physiologique. 

La seconde etape du proced6 constste A preiever du sang de I'animal Immunise et & en separer le serum qui 40 
contlent les antlcorps polyclonaiix reoherchea 

Les antlcorps seriques sont ensuite Isoies sdon les techniques (to ftractlonnement connues. Le serum 
separe au cours de la secorKle etape est traite par exemple par chromatographle d'affinite pour recueiilbr la 
fraction d'anticorps specrfiques du serum, dont Tutilisation permet d'augmenter la sensibBite de la detection 
des levures dans les milieux soumis aux tests de detection. 4$ 

Seion un mode de mise en oeuvre partlcutier du procede de invention, au cours d*une troisieme etape. les 
anticorps p>olyspeclfiques sont soumis k un traitement propre e rendre visible la reieu^tion idterieure 
anticorps-antfgenes de detection de levures ou moislssures dans un mDleu k tester, ce traitement consistant e 
les marquer avec un agent traceur et/ou & les fixer sur un support sollde. 

Les anticorps polyspeciflques obtenus peuvent etre soumis k un traitement d*lmmunoal>sorption par des SO 
levures susceptfbles de donner Ueu k une reaction croisee, pour obtenir des antlcorps monospecifiques qui 
reconnaissent une seule levure. Les anticorps monospecifiques alnsl obtenus peuvent etre 6ventueflement 
fragmentes. marqu6s. et/ou fixes sur un support sollde. 

Les anticorps de i'invention peuvent dtre des immunoglobines Q ou M. 

Dans les cas o6 I'on prefers obtenir les anticorps sous la forme d*immunoglobulines Q (IgQ). le procede SS 
^ d*bnmunteation^t realise de fagon k orovoquer une repor^e immunftairesecondalre, seion lesjnethodes 
connues^n peut par exemple Injecter Tlmmunogene une fols par semalne pendant trols semaines, puis fairs 
un rappei au bout de deux ou trols nK>ls. On acbninfstre llmmunogene par exemple par injection intradermlque. 
sous-cutanee ou intraveineuse. 

Pour seiecfionner les anticorps qui sont capables de reconnartre au moins deux levures, on fait reaglr la GO 
preparation des anticorps seion les techniques Immunologiques connues basees sur la reaction 
antigene-antlcorps, avec au moins une levure. autre que celle ayant servl k l'immunisation. que i'on souhaite 
pouvoir d6tecter k Taide de I'anticorps prepare. On seiectionne de fa^n analogue les anticorps capables de 
reconnaftre en outre au moins une moisissure. 

Seion un autre mode d'execution du precede de I'invention, la seconde etape comprend lin premier stade 65 
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qui consists A fusimner des cellules lympholcJes des animaux Immunises avec des ceOules de vert6br6s 
cuKivables in vitro (ceHides ImmoiiaOdSes) et un deuxidim stade qui constste & doner les cellules hyfortdes 
obtenues, selon las techniques connues en sol. On sSlectlonnB ensile les clones s6cr6tant les antlcorps 
ayant les propr1^§s d^slrtes. c'est-^Kfire c^ix qui r6pondent aux crttdms mentlonn6s pr§c6deminent. 
5 Au cours d'un troisldtne stade de la seconde 6tape, les clones peuvent dtre iniect6s & des animaux de la 
mdme espdce que ceux utilises pour llmmunisation. senslblllsfe par un agent appropri6 pour fbrnier des 
ascites qui produisent des quantlt&s importantes des antlcorps monodonaux recherch6s» 

Les cellules mdres utiOstes dans reparation de fusion ceBulaire sont par exemple des splteocytes que i'on 
recueille selon les techniques usueBes. 
70 On effectue r6tapB de fusion des lymphocytes pr^ievte. avec des cefiules provenant de Kgn6es 
monodonales cuHKrables In vitro, par exemple des cellules de mySlome. On choisit de pr6l6rence des ceBules 
de niy6lome non G6cr6lante& 

La fusion des cellules est una techrdque t)len connue qui oonsiste essentieBement k m^langer des 
iymphoc^es de Tanlmal immunls6 et les cellules bnmortalisies provenant de ligntes monodonales. en 
IS pr68«ice d'un agent promoteur de fusion qui peut dtre, par exemple, le poty6thyldneglycol. On opdre par • 
exemple par la technique de KOHUER et MILSTBN^ NATURE, 49&497 (1975). 

Apr6s incubation dans des conditions convenables, tes cellules sont Iav6es et mises en culture sur un milieu 
s^lectif penmettant la crdssance des ceOutes hybrktes wilquemenL 11 est cdnnu par exen^e que les cellules 
de myilome. quf sont d6pourvues de Tenzyme hypoocantii!ne-guanfne-phosphorit>osyMran^ ne se 
20 reprodulsent pas sur les milieux contenant de l*hypoxanthlne, de ramlnopt6rine et de la thymidine. Dans ces 
conditions, les cellules n'ayant pas fusionnd ne peuvent pas se reproduhre sur le mIOeu s61ectif utiHs6. 
Les cellules de my^lome utOlstes <ians le proc^6 de Tlnvention sont par exemple des celtules de my6lome 

..de soiafs PIE gracleusement fbumies par F. GIDOSSI DISA (Institut J. Monod, Parte). Ces cellules non 

s6cr6tantes ont 6t6 s6Iectionr)6es pour leur sens{b{lit6 k I'amlnoptMne et cultlv6es sur un mDIeu appropri^ 
25 contenant des sut>stances nutritives. Un tel milieu peut dtre constftu6 par exemple d\jn milieu RPM1 1640 
d6finl par Moore et aL (Culture of Normal Human Leucocytes, J A.M.A. 199, 519-624, 1967) contenant KMfo de 
s6rum de veau foetal, 2mM de utamlne, 1 mM de pyruvate de sodium. 100 Ul/ml de p6nidlRrie et 1 00|ig/ml da 
streptornydne : ce mRleu sera d6nomm6 d-aprds miBeu RPMI co m p iet 
On G6lect!onne ensitfte, aprto un temps de ctdtiffe sufflsant (par exemple 15 Jours aprte la Itision) les 
30 sumageants de culture conten»it des antlcorps rdpondant aux crttdres mentlonn6s cMlessus. Pour mettre en 
oeuvre cette selection, on utilise les m6thodes immundoglques dassiques fond6es sur la reaction 
antigftne-anUcorps. On utilise par exemple un test immuno-ens^maHque. On effectue ensuite le donage des 
cdliiles retenues A chaque dfeape des dnr^rents crftdres de selection. 
Le donage est avantageusement elfiBCtu6 dans des mfcioplaques et les puRs desdites microplaques 
SS contenant des dones uniques sont ensuite s6lectlonn6s et leinr sumageants sont testfis, par exemple k l*alda 
d'un test EUSA. pour ne retenlr daris xm premier temps que las clones s6cr6tBnt des antlcorps ahtHevure qd 
ont une tiaute afflnrtd pour la levura utilisto pour llmmunisation, et qui sont stables. 

L'invention s'6tend aux Iign6es cellulalres hybrides s6cr6tant des antlcorps r§pondant aux crit6res 6iK>nc6s 
pr6cMemmenL 

40 Lbl pr&sente invention a 6galement pour objet les Ifgn6es cellulaires de ceOules hybrides d6pos6es sous les 

numSros 1-500, 1-601 et 1-609 d6crites d-apr&s. 
Les tlgntes ceBdalres 1-500, 1-501 et 1-509 ont 6t6 obtenues d partir de cultures d'hybridomes resultant 

d'une fusion somatique entre spl§rKx:ytes de souris Balb/c et cellules de my61ome vecteur PIE rxm 

s6cr§tante8 (respectivement DQ3 et IQ7) dans un mOieu de culture constitu6 par un miQeu RPMI 1640 
45 addrtfonn6 de L-glutamlne, de streptomydnet de p^nldtlfne, de pyruvate de sodium et de s6rum de fsau foetal. 

pH 7^. k une temperature de 37*0. le repiquage 6tant effedu6 dte que la culture attefrit 0.6.10^ ceHulea/ml 

dans le milieu du culture. 

Les antlcorps obtenus selon le proc6d6 conforme k la pr§sente Invention peuvent 6tre conserves par 
exemple par congelation k -20° C. Aprds de fr6quentes d6congtetions et congelations on n'a pas observe de 
50 diminution notable de leur litre. 

Les anticorps de l*lnventlon peuvent dtre marques ou encore dtre ffx6s sur un support sotide permettant 
leur utilisation comme agents immunoadsorbants dans des methodes de chromalDgraphle d'afRhM ou 
comme reactlfs darts les methodes d'analyse fond6es sur la reaction anttgdne-antlcorps (techniques 
radiolmmunologlques, techniques dlmmunofluorescence, techniques Immunoenzymatlques. notamment). 
65 Ledit support adide peut etrereaJls6 en tout inaterfausoBde,blologIqw 
— • 4^ adsorbaobas ou capable de -fixer un agentiJe couplage. ^ ^ 

L 'Ces materiaux sont connus et decrfts dans la Iftterotura. Parml les materiaux soRdes capables de fixer les 
anticorps par adsorption, on dtera par exemple le polystyrerte, le polypropytene, les latex, etc. Parml les 
materiaux soHdes utilisables pour fixer les antlcorps par covalence k l*aide d'un agent de couplage, on peut 
00 dter notamment le dextran, la cellulose, leurs derives amines (diethylaminoethylcenulose ou diethylamlnoe- 
thyfdextran), etc^. 

support sdide peut se presenter par exemple sous forme de disques, de tubes, de baguettes, de bllles. 
ou de plaques de rrrfcro t ltr ati on, 

Les agents de couplage permettant de fbcer par covalence les anticorps sur le support sotide sont des 
€5 derives bifonctlonnels tds que des dialdehydes, des quiiwnes, etc... 
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Les anticorps peuvent 6galement 6tre fbcds sur des supports sondes min^raux. par exemple selon les 
m6thode8 dtorites dans les brevets tranpals 2^19.176, 2^403^566 et 2.403.098. 

Les anticorps salon ilnventlon conviennent partlciMrement Men pour la ddtectlon de leyures ou de 
moisissures, par example des levures ou des moislssuras susceptibles de contamlner les produits 
alimentaires, notamment par les techniques d'fmmunofluorescence, les techniques immunoenzymaliques, en 6 
particulier la m^thode EUSA. et les techniques radloimmunologiques, dtrectes ou indlrectes. 

A cet effet, les anticorps confonmes k Ilnventlon peuvent §tre modifies par marquage, notamment avec lin 
traceur radioactif (tel que Tiode ou rindlum, par exemple), fluorescent (par exemple isothiocyanate de 
fiuoresceine ou de rhodamlne)» chromog^. enzymatique (par exemple peroxydase ou phosphatase alcallne) 
ou colloidal (or par exemple). 10 

L'actlvit6 enzymatique dventuellement pr6sente sur ie r^tif dar^ la realisation de ce test, peut dtre 
d6tern^n6e selon les m^thodes connues avec un substrat appropri6 permettant par exemple une r6v6iatton 
par colorim6trie. par fluorescence, par luminescence, par potentiom6trie» etc... 

Aveo les anticorps de rinvention, la ddtection peut dtre cpiantltative et permet done d'effectuer, par les 
techniques immunologlques, des numdraOons de levures ou de molslssures dans des produits oO elles sont 15 
des constiluants normaux ou des contaminants. 

Linventlon conceme igalenient IHrtilisallon des anticorps antl-4evure tels que ddfirys ci-dessus, dans la 
detection quaDtatlve et/ou quantitative de levures ou de molslssures, en particulier dans des produits 
aifanentaires» qui s'sgisse de levures ou molslssures normaiement prftsentes ou de levures ou de molslssures 
susceptit)les de contamlner lesdits produits. 20 

L'Inventlon conceme, en particulier, rapplicatton des anticorps polydonaux et monoclonaux tels que d^finls 
d-dessus, k la detection de levures et/ou de molslssures dans les produits laitiers frais Palt, creme. fromages 
frate, yaourts, desserts lactds, etc...). 

La pr6sente invention a aussi pour objet un proc^dd de detection et eventuellement de humdratidn de 
levwes et/ou de moislssures pr6sentes normaiement ou eventueRement contenues en tant que contaminants 25 
dans un produit k tester, caractdrtse en ce que lesdits anticorps ou leurs fragments, sont mis en oeuvre, d*une 
maniere connue en sol, dans une methode Immunologlque fbndfe sur la reaction antigene-antlcoips, en . 
particulier avec des arrUcorps marques. 

Outre i'appncation d6crite ci-dessus, les anticorps de l*lnventlon peuvent etre utfilses dans un precede 
d'eiiminatlon des antigdnes qu'ils reconnalssent presents dans une substance liquide aqueusa e epurer, ce 30. 
precede etant caracterise par Ie fait que I'on met en contact ladite substance aveo lesdits anticorps fixes sur 
un support insoluble en phase aqueuse pour r6allser Pimmunocaptage. rimmunoabsorptlon ou rimmunoaffl* 
nite desdits antigdnes. 

En outre, U est clair que les anticorps conformes k la presente invention, de m^me que les Rgnees celluialres 
dont ils sont issus, s'appliquent k la detection qualitative et/ou quantitative de levures ou de moislssures k dee 35 
fins d'analyse dans les domaines les plus divers, parmi lesquels on peut dter la biologie cllnlque, la medecine, 
la biologie s^erale. Tagronomie, la zoologie, la physiologle veg6tale et la mycdogie. 

Dans ie cas de produits pdteux ou getlfies. la mise en oeuvre du precede de detection des levures ou 
molslssures peut eventueilement etre precedee d'une mIse en condition telle que mise en suspension ou en 
solution, dans un solvant aqueux, du produit k tester. 40 

Dans Ie cas oO D s'agit de detector des levures ou moislssures contamlnantes, on peut ensuite recueBOr 
iesdites levures ou moislssures eventueOement presentee dans la solution ou suspension examinee, 
notamment par filtration ou par centrifugation. 

L'lnvention s*eterKi k des coffrets de detection immunologlque qui contiennent, k titre de reactif 
Immunologlque, au moins un anticorps, en partlcuRer un anticorps monoclonal, tel que def^i preo6demment 4S 

Bien entendu, ces coffrets comprennent egalement les reactifs de mIse en evidence de la reaction 
antigene-anticorps couramment utilises dans les detections de ce type, k savoir : 

a) pour les tests par Immunofluorescence, des anticorps couples k un fluorochrome ainsi que des 
tampons et des supports appropries ; 

b) pour les tests par vole enzymatique : des anticorps couples k I'enzyme, les agents reveiateurs de SO 
I'actlvtte enzymatique, les tampons et les supports appropries ; 

c) pour les tests radloimmunologiques, des anticorps modifies par un marqueur radioactif. aind que les 
tampons et supports appropries. 

Les exemples sulvants iilustrent I'inventlon, sans toutefois la llmiter. 

55 

EXEMPiS t : Preparation d*anticorps polydonaux ctiez ie lapin. _ . 

1. Immunisation 

On a \n\wAk k des lapins au temps zero 6.10^ levures tuees. en adjuvant complet de Freund, en inlectlon 
intradermlque multi-points. 60 

\J6S levures sont tuees par la chaleur (autociavage k 120*0 pendant 20 minutes). 

Au temps trols semsdnes, un rappel est effectue. Pour cela, 6.10^^ levures sont admlnistrees, avec de 
radjuvant Incomplet, en Injection sous-cutanee. 

|je sang est ensuite preieve tous les 15 jours et on en separe Ie serum. 

Les lapins ont ete immunises avec I'une des levures suivantes : 65 
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Candida pseudotropicafis : rSfSrenca CBS 607 
Candida tropfcalis : r6f6rence CBS 94 
Detiaryoinyces hansenfl : rgEf^rence CBS 770 
Candida albicans : r6fi§rence CBS 562, 

5 

2. Essal de rfeponse polyclonale 

Les scrums obtenus ont 6t6 test6s pour determiner leur actlvit6 anti-tevure par la m6thode 
immunoenzymatfqua connue sous le nom de technique EUSA. 

Em/iron 5.10^ ievures de Pespdce utiilste comme antigdne dans le protocoie dlmmunlsation, sont s6ch6es 
10 una nult k AVO sous un volume da 50pJ de solution saline tamponnte au phosphate (P.B.SJ dans les 
mioropuits d*une plaque Dynatech Immulon. Pour dviter une adsorption non sp6cifique des antlcorps. les pults 
sont satiffte & temperature ambiante pendant urte tteure wi&c du P.G.T. (phosphate-g^latbie-Tween), 
c'est-&Hiire de la gilatlne k 0.25q/b et du Tween 20 k 0.1«Vb dans du PB.S. 

"ifween 20* est une marque commerdale pour un tensloactif non kmique, le polyoxy6thyldne sorbftan 
IS monotaurate. 

Le sdrum k tester est ensuite c£lu6 de pufts en puits sous un volume de S0|il. Uihcubation est r^aJis^e k 
temperature ambiante pendant 1 heure. Apr&s lavage des micropults avec du P.6X. 50^ d'une dQution au 
1/500 d*immuru>globul{nes de mouton antl-frnmunoglobunnes de lapin coupldes k la peros^ase sont ajout6s. 
Une s6rie de temolns ndgatife a 6t6 pr6par§e m Incubant le conIugu6 cf-dessus dans des puits qui ont 6t6 
20 lncub§s avec un s^rum prMmmun de lapln. dilud dar^s les mdmes condrtions que le simm k tester. 

Apr^s une heure dlncut>ation avec le conjugue, les puits sont tav6s trols fols avec du P.B.S. et on ajoute 
ensuite le sut>strat enzymatique (2,5mM H2O2 et 2mM de 2,2'-ezlno<ri-{3-ethyl-benzothla2oIine-acide 
sulfonique) dans un tampon ac6tate-phosphate, pH«»6«&). Aprds 30 minutes, la dmsitd optique de chaque 
puits est lue dans un lecteur optique Dynatech. 
25 Cette technique EUSA est utiDste pour tester les scrums pdydonaux par reaction homdogue et par 
reactions croisees avec des Ievures diffdrentes de rantlgdne utilise lors de nrnmunisatlon. 

Les resultats obtenus avec les anti-s6rums antl-C. pseudotropicaHs. anti-C. troiirfcafis. anthC. albicans et 
anti-D« hansena,sont r6unis dans le TABLEAU I qui va suivre. 

90 
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TABLEAP I 

Pourcentage de reaction crois^e de 4 antis^rtans 
de lapins hyper inmuns 





Sou's 

W A. V X o 


MItX-C. 
TROPICALIS 


ANTI-C. 
mPICALIS 


Airrx-c. 

ALBICANS 


ANTX^D. 
mUCTlII 


fO 


CANDIDA PSEUDOTROPICALIS 


FI 


100 


8 


6 


15 


16 


CANDIDA TROPICALI5 


FI 


100 


100 


100 


100 




CAHDaIIIA AjUdXCAN5 


r X 


lUv 


XOO 


lOO 


lOQ 


20 


DEBARYOMYCES KANSENII 


A 


100 


66 


73 


100 




TRICHOSPORON CUTANEOM - 


- FI 


85 


16 


21 


23 




TORULOPSIS GLABRATA 


FI 


26 


43 


64 


38 


2S 


CRYPTOCCXrCUS NEOFORMANS 


FI 


IS 


4 


0 


5 




SACCKAROMYCES CARLSBER- 
GENS IS 


A 


100 


16 


7 


15 


30 


SACCHAROMYCES CEREVISXAE 


A 


20 


5 


3 


21 




SACCKAROMYCES CCRCVXSIAE 
MUTEE 


A 


85 


14 


6 


15 


$6 


STREPTOCOCCUS THERMOPHI- 




13* 


0 


0 


0 


40 


LACTOBACILLUS BULGARXCUS 




13* 


0 


0 


0 


45 



60 

* pourcentage determine sur les deux souches en melange* 
© FI » fungi imperfecti ; 

A « ascomycetes. ^ 



60 



Le pourcentage de r6activft6 ctxris6e est calculi par rapport ft la levure iJtUIs6e pour i'^munlsation {h 
laquelte on attribue la valeur 100). 66 
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Les mlaroorgafdsmes testis sont les sufvants : 
D. hansenS (souche CBS 770) ; 
CX tropicaBs (souche CBS 94) ; 

Fennent lactlque (CO 8^ : melange cfe Streptococcus thermophilus et de LactobacOhis buigarlcus (fbumf par 
5 BSN) ; 

C pseudotropfcaKs (souche CBS 607) ; 
C. albicans (souche CBS 562) ; 

S. oerevlsiae mut6e au niveau de sa parol (souche LB8-60) ; 

T. glabrala (souche CBS 138) ; 
10 Jr. cufaneum (souche CBS 2466> ; 

Or. neofbrmans (souche CBS 464) ; 

S. cerevlslae (souche CBS 1171) ; 

S. caiisbargensis (souche CBS 7003). 

La rttoence CBS signffie CENTRAALBUBEAU VOOR SCHIMMELCULTURES, BAARN (PAYS-BAS). 
IS La souche LB6-50 est une souche de S. cerevlslae mut6e au niveau de sa parol (fbumle par University of 

Callfbmia, Biochemistry Dq^artment BERKELEY. CaL94720 C.E. BALLOU Be 50). 

3 ,D6tectron de levures par la technique EUSA 

Des tests de detection des tevures ont 6td r6aBs6s afin de determiner la sensib3tt6 de la technique ELiSA 
20 lors de I'utiOsatlon de scrums pdydonaux, en utfllsant du s^rum de laf^n anti-C. tropicalis. Le protocols ddcrit 
pr§c6demment est I6g^ement mocm : les tevures homologues sont dilutes de putts en pults. puis s6ch6es 
dans les plaques noires Dynatech. Les micropuits sont satur&s avec le tampon P.Q.T. durant 1 heure, puis on 
... ajoute 60)il d'une dilution fixe de sdnmi de lapin antl-tevura. 

Aprds une heure, ranticorps de mouton antHmmunoglobulines de lapin. coupid k la phosphatase alcailne, 
25 est 4oul6. L'IncidMdion est r6aflste k te mp erature and>iante. 

Aprds trole lavages en PAS., le 8ul>strat enzymatlque est ajoutd (cfidthanolamlne 1M. MgOz 5mM. 4 
m6thylumt)eiliferylk>tiosphate 0.1mM, pH 9.8). La lecture est effec tu6e sur un lecteur Mkmfiuor Dynatech. 

La sensibflite de la detection des levures est augmentfe par purification des immunogiobullnes par 
chromatographie sur cokmne 6changeuse d'idne : DEAE TRISACRYL. 
30 Les IgQ de lapin sont eludes avec un tampon Nad 35mM ; Trts 25mM pH 8,8. 

La courtie de quantification de leviaw C. troplcalis par la fraction anticorps dHm serum de lapin ant(-C. 
troplcalis, est representee 4 la figure unique ennexee. avec en absdsse le nombre de levures et en ordonn6a 
la denslte optique ; dans le cas represente le seuil minimal de detection s'est av6re etre de 200 levures 
envfron. 

$s 

EXEMPLI 2 : Preparation d'artticorps monodonaux. 
1. Immunisation 

On a Immunise des somis f emelles Balb/c en leur fanjectant une fols par semalne perulant tnois semaines 
49 consecutives. par vote btra-veir)euse. 10^ levures, tuees par la chaleur par autodavage k 120** C pendant 20 
minutes. Apres une p6riode de repos de trds mob, les scurfs ont mi un rappd par vole Intra-veineuse avec la 
mfime quantlte de levures trols jours avant le prMvement des spienoc^ftes pour la fUslon. 

La levure utiSsee pour llnununisation a ete : Debarfomyces hanseni. 

4S 2. Fusion 

Des cellules de myeiome de sourls PtE sont utHisees pour la fusion. EOes ont et6 seiectionnees pour leur 
senslbflite e ramirK>pter{ne et cultivees sur le mHieu fVMI contenant lOQ'b de serum de veau foetal. 2mM de 
glutannlrte, ImM de pyruvate de sodium, 100 Ul/ml de penicBflne et 100|ig/ml de streptomyclne. 
Les spienocytes ont 6te disperses par bijedion du mOleu RPMI exempt de serum dans la rate des scurfs 
60 fiyperfmmunisees et Iev68 trols fols dans du mOleu RPMI avant fusion. 

Lbs ceDules de myeiome et les spterxxytes ont 6fee ereulte fuslonnes dans un rapport de une cellule de 
myeiome pour 10 spienoc^es, en presence de AV^h de polyethyl^tegiycoi d*un polds de 1500 (Merdc) selon la 
methode de KOHL£R et MILSTBN (Nature. 495-497, 1975), puis lavees dans le milieu RPMI et remises en 
suspension dans 100ml du mRleu RPMI cornplet Ljbs cellules ont ensulte ete redistribuees dans des 
ss microplaques Nundon (24 piuts par plaque) k ralson de 1 ml/puits contenant 2JL\Ql^ cellules. Apr&s 24 heures, 
oqlS a|out6 Iml/pults de maieu^iw^titue du milieu BPMI cornplet contenant 0,1mM d*hypoxanthine, 0^(iM 
. d'amlnopterfne et 16|un de ttiymidine. Des parties aBquotes de mBieu s6lectif ont ete remplacees les seme, 
eeme et loeme Jours apnea ta fusion. Aprfts 15 jours, les tvybridomes survfvants ont ete cuitives sur le mSieu 
RPMI cornplet, complete avec de rhypoxantiilne et de la thymidine et, 15 jours aprds la fusion, on a recherche 
eo la presence d'anticorps anti-4evures dans les sumageants de culture. Les dones ont ete ensuite cuttlves 
progresslvement sir le mHieu RPMI compiet normal 

Les cultures positives ont ete donees par la mettiode des dilutions llmites selon Ol V.T. et HERZENBERG, 
L.A. 1980 immunoglobullrvi>roducing hybrid cell Rnes. in 'Selected Metliods in Cellular Immunology* (Eds. 
MisheD, RB. and Shrigl, S.M., p.d51, RBman, Sen Frandso). 
6S Les cellules ont ete redistribuees dans les putts d'une nrdcroplaque Nundon, k ralson de 0^ ceflule en 
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moyenne par puits, aveo 3.10^ thymocytes k titre de cellules nutritivee. Aprds 10 fours, les puits contenant des 
clones uniques ont 6t6 s6iectlonn6s et 5 jours plus tard. les sumageants ont 6t6 testes pour d6tenniner la 
presence d*anticorps antl-levures. 

Trois clones issus d*une culture primaira positive, ont 6t6 s^lectionn^s et In|ect6s k des souris BeiSb/o pour 
obtmilr de grandes quantltds d*anticorps. A cet eftet, des souris femelies agtes Balb/c ont 6td stimuites par 5 
une injection intrap6riton6aie de 0^ ml de t6tram6thyl-pentad6cane. Aprds 4 jours. 2D millions de cellules 
hybrldes ont 6td Injecttes aux souris. Au tx>ut de 15 jours, les flukles d'ascites ont 6t6 r6colt6s et leur actMt6 
antl46vure et anil-moislssm a 6t6 testde. 

Trpis clones de cellules liybrides obtenus ont 6t6 d§pos6s aupris de la Collection Rationale de Culture de 
MIcroorganismes de rinstitut Pasteur. Paris (France) sous le num6ro I-601 le 6 D6cembre 1985 (IQr). HSOO le 6 10 
D6cembre 1985 (DGa) et 1-509 le 22 Janvier 1986 (IE3). 

3, Caract6rl3ation des anticorps monoclonaux par la methods EUSA 

Les antlcorps obtenus selon Texomple 2 ont M testes potr d6terminer leur activlt6 anti-O. hansenO par la 
m6ttiode immunoenzymatique conruje sous le nom de mdthoda EUSA. d6crite pr6c6demment. 15 

Les micropuits d'une plaque Immulon Oynatech ont M incul>6s aveo 5.10*^ levures D. hansenil et s6cli6s 
une nuit Les putts sont ensutte satur§s aveo le tanipon P.QT. puis incubte avec 50|il de sumageant de culture 
d*liyk>ridonie ou de fluide asdtique durant 1 heure k temperature amblante. Les pults sont aiors Iav6s et on 
ajoute 50pl dlmmunoglobuOnes de lapin anti-immunoglobulfaSe de souris marqute k la perocydase, dilu6es au 
1/500. Aprds 1 heure d'Incubatlon, trois lavages au P.B.S. sont effectu6s et le substrat est 8^ut6. eo 

Afin de s^ectlorvier les antlcoips permettant de rechercher la presence de levures et/ou de moislssures 
dans le yaourt, les sumageants de culture d'hybridome sont 6galevnerrt testis sur Streptococcus 
thermophlhis et Lactobacilius bulgarlcus. Dans ce cas, le test EUSA dolt dtre nk§M. affn d*6ilmlner tout 
antlcorps suscept&>le de pr6senter une quelconque r6acllon crois6e ult6rieure tors de la recherche de levures 
ou de moisissuros oorvtamlnantes dans la yaourl 25 

Les clones retenus dolvent done reoonrutflre D. hansenQ et ne pas presenter de r6action crols6e avec les 
ferments lacOques. 

Lbs hytxidomes BC4» IG7t DQs et IE3 prdsentertt ces deux caract6ristiques slmultan6ment 
Le donage, r6atis6 comma d6crlt prteidemment, a permis d'otitenbr 35 clones dont trois ont ktA prope^te 
en ascites (d6si(^6s par DQs. lEs. iOr). so 

4. Caract6risatton des antlcorps monoclonaux obtenus k partfr des fluldes asdtkyjes. 

Les isotypes des antlcorps morwdonaux otytenus dans les lluides ascitiquss ont 6t6 d6termin6s par la 
mdthode EIJSA indirecte en utflsant des antlcorps pdyclonaux monospddfiques de lapIn contre les diff6rents 
Isotypes d*bnmunoglobuBnes murines. S5 
fluides ascitiques obtenus aprds injection d'un done contiennent des anticorps anti-D. hansenB. 

Les antlcorps monodonaux anti*D. hansenO ont ensuite kXk test^ par la m6tfiode ELISA atln de determiner 
s'il exists ou non des reactions croisdes envers des levures ou des moislssures dtff6rentes* 

Dans cette experience, on utilise 500.000 levures. ou 500.000 spores, ou lOfig de mycelium par pults. Le 
fluide asdtique est dihJd au 1/2000 ou au 1/10.000. Les r^sultats obtenus montrent que les anttoorps 40 
monodonaux reconnalssent notamment D. hansenB, C. pseudotroplcalls, C. albicaris, C. tropicaBsj T. gtatunata* 
Trichosporon cutaneum. ScKscharon^yoes carlsbergensfs. avec des Intensit6s comparables. 

D'autres levures teHs que S. cerevlste et Cryptocoocus neoformans, sont mdns blen reconnues. 

Ces r6suitats sont repr6sent6s dans le Tableau II d-aprds. 

45 
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TABLEAa II 

Pourcentage de reaction crois^e des surnageants 
de culture (BC4) et d'anticorps monoclonaux 
(IG7 rDG3,I£3) anti-D. hansenii envers differentes levures 

et ferments lactiques 



10 ^ 


j 

MICRO0R6AMISHE | 


Sous 

e 

Divisioi 


BC4 


IG7 


DG3 


IE3 


16 


DEBARYOKYCES HAMSEHII 


A 


100 


200 


100 


100 








84 


80 


90 


64 




CAHDIDA PSEUDOTBOPICA- 


FI 


77 


105 


75 


47 














87 


20 


CANDIDA AIjBICANS 


FI 




140 


80 




TORDLOPSIS GLABRATA 


FI 


92 




00 


HO 


25 


TRICHOSPORON CUTANEUM 


FI 


120 


100 


77 


■ 91 


CRYPTOCOCCuS NBOFORMANS 


r X 


1 R 

XO 




Q 


0 




SKCCHAROKYCES CARI5- 


A 


82 


100 


95 


100 


30 






32 


32 


18 




SACCHAROMYCES CERE- 


A 


50 




VISIAB 








131 


130 






A 










FI 
r 1 


inn 


lOO-t^ 


90 


90 


35 




rt 
■ i 




IOO-» 




100+ 






FI 




100+ 




100+ 






PI 
r 1 




100+ 




100+ 




CANDIDA OUILLERHONDII 


FI 




100+ 




100+ 


40 


CANDIDA DIDDENSII 


FI 




100+ 




100+ 




CANDIDA ALBICANS 


FI 




ioo+ 


. 80 


90 




RHODOTORUlARUgiA" 


i^i 




80 




• 50 




PICHIA MEMBRANEFACtENS 


A 




100+ 


100+ 


100+ 


45 


HANSENULASATURNUS 


A 


toot 


80 


80 




HANSEHULAANOMALA 


A 




70 


100+ 


80 




KLUYYER0MYCE3LACTIS 


A 




100+ 


too 




KLUYYEROIIYCES FRAfilLIS 


A 




100+ 




100+ 


SO 


KLUYVER0MYCE5 MARXIANUS 


A 




100+ 


100+ 


100 




SACCHAROMYCES POMBE 




lOOV 


106+ 


90 




SAOCHAROHYCESROUXII 


1 ^ 




80 




fOO 




SACCHAROMYCES BAILLiI 


I A 




100+ 


90 


100+ 


SS 


SACCHAROMYCES aORENTINIUnl A 




100+ 


70 


9 - 


ZYGOSABeHAROMYCES BAILLII 






_^ 90 








ZYGOSACCHAROMYCES BISPORUS 


i\ A 




50 




50 



* FI « f ungt f mperf ecti ; 
A- ascomycetes. 



Les r63ultats obtenus montrent en outre que les sumageants de culture BC4 reconnalssent entre autres le 
65 mycefium et les spores de M. racemosus. E. repens, P. vemicosum, P. firequentans. P. camembertfl, P. 
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roqtiefbrtii, A. versicolor, A. fumigatus, A. tenissima, U. cartarum, T. longibrachatium* P. maloninu Q. 
candldum, aveo des Interisitte comparables. Les antlcoips monoclonauK (IQr, DQs, reconnaiasent 
cerlabiea moisissures aveo des intensft6s comparables et certafries moisissures aveo des Intenslt6s 
dHldrentes. Ces rdsultats sont reprteentte dans la tableau III d-aprte. 



TABLEAU III 



Pourcentage de reaction croisee des sumageants de culture (BC4) et 
drantlcorps monodcnaux (I67» DG3« IE3) anti-0. hansenii envers 
dif firentes moisissures. 



MICRO-ORGANISr« Sous-dlvlslOfI* BC4 167 . 0G3 IE3 





7 


1 on ♦ 

lUU ♦ 


u 


0 


4J 


• l\Jv»UI • aUCll*V3w9 III 


7 


lUU ♦ 


U 


10 


10 


• iwWVI |#l\li<>VCU9 3|#VI V 


7 




u 




lU 


9 iw^wf v'v v^ua 


7 


lUU * 


u 


1 t 


0 


curuLiUiTi r ^en^ spore 


A 

A 


lOU ♦ 




45 


JUS 

45 


Eurotium reoens myc 




too *- 


51 

^ 1 






Penictll'urn vernjcosum soore 


Fl 


45 


12 


33 


30 


Penictlltum verrucosum rnyc 


Fl 


100 ♦ 


0 


23 


30 


PeniciMtum frequentans soore 


Fl 


BO 


0 


4 


30 


Penicintum freouentarts myc 


Fl 


100 ♦ 


0 


41 


59 


PeniciH'u«i camemderf? score 


Fl 


100* 


38 


40 


42 


Pen»c->--un cameniDerf? myc 


Fl 


100- 


nd 


48 


30 


Pen»c:''Jum '"ociue^o^t'» score 


Fi 


!00* 


0 


9 


10 


Penic'Wiur* roauerort*^ •^yc 


Fl 


100 * 


43 


59 


44 


Asoerg? Mus vers 'CO? or ssore 


Pl 


100 ♦ 


12 


13 


35 


AsoergiUcs versicolor -nyc 


Fl 


100* 


0 


81 


73 


Asoergrtus 'jnigatus szcre 


Fi 


89 


0 


13 


12 


AscerqiiH;s fumtgatus r^yc 


fl 


100 


nd 


20 


28 


Altemaria tenissima sccre 


Fi 


nd 


nd 


nd 


nd 


Altemaria tenissima mvc 


Fl 


too* 


nd 


Qd 


nd 


Uiocladium cartarum ^cre 


Fl 


nd 


nd 


nd 


nd 


uiocladium cartarum rrvc 


Fl 


too* 


nd 


100* 


too* 


TricN)derma longibracrat'um spo^e 


Fl 


too* 


0 


41 


44 


Trcnooerrr»3 tongibracrai^um myc 


Fl 


100* 


87 


55 


70 


PhialoDhora malorum sccre 


Fl 


I00<* 


43 


44 


51 


Phialopnora malorum rrvc 


Fl 


too** 


nd 


100* 


94 


Fusartum soore 


Fl 


100 ♦ 


58 


97 


too 


Fusartum myc 


Fl 


too* 


nd 


76 


70 


Geotricnun candidum scsre 


Fl 


100* 


75 


97 


100 


Geotricnum candidum rryc 


Fl 


100* 


75 


76 


70 



* Z-zygomycotina; 
A - ascomycotina . 

Fi « rungt imperfectit (deuteromycotina). 
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La iiia|ortt6 des ferments tadiques* notamment ceux utms6s en France dans la preparation industrieSe des 
yaourts. n'est pas recorinue. 
Les rtoiltats eont rfeumte dans le tableau iV d-oprte : 



TABLEAU IV 

Pourcentage de reaction crofsee des sumageants 
io de culture (BC4) et d'wticorps monoclonaux 

(IG7,0G3,IE3) anti-0. hansenii envers dtfferentes 
bacterfes lactiquesL 

hiCRO-ORGANISME GROUPE BC4 167 DG3 IE3 





STREPTOCOCCUS T»€RnO- 


L» 


0 


0 


0 


0 


20 


PWLUS 














STREPTOCOCCUS LACriS 


L 


25 


20 


30 


20 




. STREPTOCOCCUS OIACE- 


„..J. 


15 


15 


IS 


15 


25 


tyuv;tis 














LACTOBACILLUS BULGA- 


L» 


0 


0 


0 


a 




RICUS 














lACTOBAOUUSACIOO- 


L 


0 


0 


0 


0 


30 


PHILUS 














LACTOBACILLUS BREViS 


L 


0 


0 


0 


0 




LACTQBAaUUS HaVETICUS 


L 


0 


0 


0 


0 




lACTCSACILLUS HELYCTICUS 


L 


0 


0 


0 


0 




VAR.OUOURTI 












35 


LACTOBACILLUS LM:TIS 


L 


0 


0 


0 


0 




LACTOBACILLUS CASEI 


L 


11 


21 


16 


16 




RHAMNOSUS 














UttTOBACILLUSCASEI 


L 


27 


33 . 


1° 


23 


40 


(ViSEI 














BiFiOOBACTERlUn 


.L 


0 


13 


14 


0 




BIHDUn 













45 L - bacterfes lactiques 



- bacterles lactiques commundment uti Usees 
en fermentation yaourtlere. 

5D 



Les microorganismes testds sorvt les mdmes qqe dans rexempla 1, sauf en ce qui conceme les ferments 
S5 lacOques qd. outre ceux mentionnds A rexemple 1, soht les suivants : 

LactobacB^ addophilus BSN £027 ^ _ - , _ 

Lactobacfltus txevis BSN H001 _ ^ * 

Laotobacfllus helveticus BSN D013 

LactobadQus helvetlcus var. Jugurtl BSN DOOB 
eo L£tt:tobadQus lacHs BSN B043 

LactobactDus casei riwumnosus BSN F005 

LactobaciDus case! casei BSN 1^1 . 

Bffic^bacterlum bmdum BSN K)10 

Streptococcus thermophQus BSN A107 
6S Streptococcus lactis BSN L032 
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Streptococcus diac6tylactfs BSN MOA 

Lbs moisissures tosttea 6tidmt tes sulvantes : 
Mucor raceinosus MHN 
Mucor phmibeus MHN 

Eurotium repens MHN 5 
PenioHfimi vemjcosum BSN S002 
PenicilDum frequentans BSN S004 
PenicBDum roquefortS MHN 
Penicaiium camemb^tfl MHN 

Aspergfllua verslcoior BSN S003 fO 
Aspergilhis fumfgatus BSN S007 
Geotrfchum candldum ULB 
Attemaria tenissima BSN S005 
Uiocladhim cartorum BSN S006 

Trfchoderma long[t>rBchatium BSN S008 fS 
PMalophora malonim BSN 8015 
Fuaarium BSN S018 

MHN ^ Museum d'HIstofre Naturelle de Parts (Laboratoire de Cryptogamie) 

ULB - UnWersiti Ltt>re de Bruxelles (Laboratoire de MicrobloSogle et d'immunologie). 

20 

EXEMPLE 3 : Recherche de levures dans le iait 
La technique de detection des levures dans le Iait se fait par la mdthode EUSA. 

Le Iait contamlnd est dBu6 dans une solution saline (P.B.S.), est r^artl sous SOpI dans les pults d'une ^ 
"'pteque Dynatechn, puis s6ch6 pendant une nUt k 41'*C, 

Un t6mok) n6gatif de iait non contamln6 est traltft dans les mSmes conditions. 25 
Les puts sent eaturte pendant une heure avoc du P.Q.T. 

Un sdnim polyclonal antl4evure de lapin est aJout6 sous SOpI et au au 1/400e dans les pults. H est incut>6 
pendant une heure & ten^6rature amt^ante. 

Aprds lavage des mlcrepults avec du P.Q.J^ 50|aI d^ine cfiiutioh au 1/500e d*lmmunoglot»ullnes de mouton 
anti-imnuinoglobuBnes de lapin coupl6es avec de ia peroxydase sent a|out6s. 30 

Aprds une heure d'inci^tion avec le conjugud, les puits sent Iav6s avec du PBJQ^ et on afoute le substrat 
enzyiTOtique ABTS (2^-ezlno<U-3-^thyl-benzothiazoline-aclde sulfbnique). 

Aprfta SO minutes, la denslt6 optique de cheque puits est hie dans un lecteur optique Dynatech. 

EXEMPLE 4 : Recherche de moisissures dans la cr&me frafche 35 
La technique de detection des moisissures dans la crdme frafche se fait par la mdthode EUSA. 
La crdme fralche (100 microlitres) est soiubins6e, puis est fitr6e sur des fDtres 5.0|un d*une plaque 
MlLLrmHR (Miflipore). A la crdme fistehe soiubOisde (200|U) obtenue, on a|oute 100 nanogrammes de 
mycelium de PenicllBum verrucosum. Un t6moin n6gatif de crdme fraifche non contamtn6e est trait6 dans les 
mdmes conditions. 40 

Lss fatres sont saturds pendant une heure avec du PGT. L'anticorps monoclonal (1 microiitre de rasdte IE3. 
compl6t6 k 1 millBitre) est a|out6 par fractions de SOpJ sur les fOtres et est Incub6 pendant une heure k 
ton^drature .amt>lante. 

Aprds plusieurs lavages des microfOtres avec du PGT, 5C^ d'urie solution au 1/500e dimmunoglobullns de 
' lapin (origine KPL) antNnmiunoglobuline de souris coupl6 k la peroxydase sont ajoutds. 45 

Aprds une tieure dincubatlon aveo le oonJugu6» les flllres sont lavds avec du PBS, et on afoute le substrat 
enzymalique, le dichlorhydrate de 0-dianlsldlhe (S.y-dlmdthoxybenzldlne) (15mg) + 5ml rodthanol -f 25 ml 
PBS + 1|U H2O2 {k aOtVb). 

Aprds 15 minutes, Tapparition d'une coloration rouge-brun note la prdsence de moisissures. 

SO 



Revendlcatlons 



1. Anticorps polyspdcHiques. caractdrisds par le fait qu'ils sont capables de reconnoitre au molns une 55 
levure et au m oins une moislssure. ^ _ _ 

2. Anticorps^on la revmdication 1, caractdrisSs par le feit qu'Bs sont capables de reconnoitre 
premidre levure et au moins une autre levure diffdrente de la premldra par son genre et/ou son espdce. 

3. Anticorps polyspdciflques selon la revendicatlon 1 ou 2, caractdrisds par le fait qu'ils sont capables 

de reconnaltre au moins une premidre et une deuxidme levures prises dans is groupe qui comprend €0 
notamment les levures des genres Candida, Saccharomyces. Trichosporon. Det>aryomyoes, Torulopsis, 
Cryptococcus, Rhodotorula, iHchla, Hansenula, Kluyvmmyces et i^gosaccharomyces. 

4. Anticorps selon l*une quelconque des revendicatlons 1 d 3, caractdrisds par le fait qu'B sont capables 
de reconnoitre au moins un moislssure choisie pamrd ceOes des genres PenicOBum, AspergBhis, Mucor, 
Geotrichum, Alternaria, Ulocladlum, Trichoderma, PNalophora, FUsarium et Eurotium. 6!^ 
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5. Anticorps seion l*ime des revendlcations pr6c6dentes^ caract^rte^ par le feit quil s'agit cf antfcorps 
potydonaux. 

6. Anticorps seion Tune queiconque des revencficatfons 1 & 4, caract^Hsds par le fait qu*II s'agft 
d'antlcorps monoclonaux. 

5 A Anticorps seion la rovendicatfon 6, caract6ris6s par le fait quits sont s6cr6t6s par una lignte 

celtulaire de ceBules hybrldes cholsie parmi les ceDes d6pos6es sous les nuni6ros l-600» 1-501 et 1-509 & la 

CoDection Natlonaie de Microorganisines de Tinstitut Pasteur, 
a Arvticorps seion I'une queiconque des revencficaNons pr6cMentes» caractMs6s par le felt quils sont 

fragment§s par voie en^matique ou cMmlque. 
W a Anticorps seion I'ura queiconque des revendications 14 8, caractMsSs par le fait qu*lls sont 

modlfifis par marquage et/ou Cxfes sur un support soOde. 

ia Anticorps seion Tune queiconque des revendications pr6c§dente8. caract6ris6s par le fait qu'lls ne 
donnent pas de r6actMt6 crols6e. ou ne dorment qu'urte l^le r6actlvit6 crolste avec les ferments 
factiques. 

IS 11. Llgn6es ceRulalres hybrides. caract6ri8te par le fait qu*elles standtent des antfcorps tels que ddflnis 

dans la revendlcafion 6. 

12. Ugn6es ceOulaires seion la reverKlication 11, caract6ns6es par le fait qu*enes r§sultent de la culture 
et du clonage de cellules hybrldes choisies panml celles ddpostes en date du 6 Dteembre 1985 sous les 
numSros 1-500. 1-601 et en date du 22 Jarwler 19881-509, auprtede la Collection Natkm^ 

20 Microorganlsmes de Unstltut Pasteur 

13. Procddd de prdparation d'antlcorps potyspteiflques tels que d^flnls dans I'una queiconque des 
revendications 1 & 10, caract6ris6 par to fait qu*R coniprend une premie 6tape, dans taqueOe on 
bnmunise des animauxvert6brto, seion les techniques cormues* etune seoomte &tBpe dans laquelleon 
recueiOe les anticorps des animaux immunlste. 

25 14. Proc6d6 eelon la revendlcatlon 13. caract6ris6 par le fait que Ton effeclue I'bnmunisation k Talde de 

ceBules de levure. 

1& Proc6d6 seion rune queiconque des revendications 1 3 et 14, caract6rfs6 par le feit que ia secorKie 
6feB^ comprend un premier stade qui consistB k fudonner des cellules lymphoides des anfrnaux 
immunises avec des ceBides de vert6br6s oultivabies In vitro, et \m deuxjdma stade qui constete & doner 
30 les ceBides hyt>r1des obtamies. 

16. Proc6d$ de detection et dventueBement de numeration de levures et/ou de mofefssures prteentes 
normatement ou 6ventueilement conterajes en tant que contaminants dans un produit & tester. 
caract6rlsd parte fait que iescQts anticorps, tels que dMnis dans Pune queiconque des revendications 1 k 
10. ou leurs fragments, sont nrte en f>euvrB dTuna manldre cormue en sol, dans une m6thode 

35 immurK)logique fond6e sur la reaction antlgdr)e-antlcorps« 

17. AppBcation du procMd seion la revendication 16 & la detection qualitative et/ou quantitative de 
levures et/ou de molsissures dans des prodults aHmgntafres et/ou des substances biologiques. 

18. Application seion la revendication 17. k la ddtectlon qualitathfe et/ou quantitative de levures et/ou de 
molsissures dans des produits Iact6s contenant des ferrnants lactiques avec lesquels les anticorps mis 

40 en oeuvrene donnent pas de Fractions crois6es. 

19. Cofftet ou trousse de detection per voie immundoglque de levures dans des substances 
biologlques ou afimentaires. car«:t6ris6 par le fiait quil oontient outre des tampons et des supports 
approprl^s, au moSns un anticorps polyspilcifique seion l*une queiconque des revendications 1 k 10. et 
des agents de nrise en Evidence de la reaction antlgSne-entfcorps. 

45 
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